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RESUMEN 
El diseño de nuevos materiales de envasado con propiedades mecánicas, térmicas y de 
barrera mejoradas, destinados a incrementar la vida media de los productos alimenticios en el 
mercado, es una apuesta segura llevada a cabo por la industria alimentaria. Estos envases son 
conocidos como materiales nanocompuestos y difieren del polímero tradicional en que 
cuentan en su estructura con arcillas modificadas que presentan láminas de grosor 
nanométrico. Entre estas arcillas se encuentra Clay3, una arcilla modificada desarrollada por el 
Instituto Tecnológico de Embalaje, Transporte y Logística de Valencia. Dicha arcilla se basa en 
la modificación de la montmorillonita con un silano, el 3-aminopropiltrietoxisilano. Aunque las 
mejoras tecnológicas son bien conocidas, poco se sabe acerca de la toxicidad de estos nuevos 
materiales, siendo necesario su conocimiento para asegurar la salud de los consumidores y 
evitar futuros daños por exposición a estas arcillas debido a migraciones del envase al 
alimento. En el presente trabajo se investiga la genotoxicidad de Clay3 mediante el ensayo in 
vitro de micronúcleos con bloqueo de la citocinesis (CBMN) en la línea celular hepática 
humana HepG2. La inducción de micronúcleos (MN) y otras malformaciones nucleares se 
analizaron tras 24 h de exposición a concentraciones subcitotóxicas de Clay3 (0-250 μg/ml). 
Los resultados obtenidos no indicaron una alteración notable de las células tratadas con 
respecto a los grupos control bajo las condiciones de ensayo establecidas. El ensayo de MN 
forma parte de un conjunto de ensayos obligatorios solicitados por parte de las autoridades 
competentes en los procesos de autorización de materiales destinados al contacto con 
alimentos. Por tanto, es necesario ampliar los datos disponibles acerca de la toxicidad de este 
nuevo material antes de su potencial utilización comercial. 
 
Palabras claves: arcilla modificada, micronúcleos, genotoxicidad, HepG2, silano, Clay3. 
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1. INTRODUCCIÓN 
1.1. Origen y clasificación de las arcillas y minerales de arcilla 
Las arcillas y minerales de arcilla (Tabla 1) son compuestos naturales que pertenecen al 
grupo de los filosilicatos. Las propiedades fisicoquímicas de este grupo dependen de su 
estructura y composición. De forma general, la estructura básica se compone de capas 
tetraédricas de silicio y oxígeno y una segunda capa octaédrica de magnesio o aluminio en 
cuyos vértices hay presencia de oxígeno (Fig. 1). A la unidad formada por la unión de capas 
tetraédricas y octaédrica se le denomina lámina, cuyo espesor es de aproximadamente 1 nm. 
Los principales minerales de arcilla de uso industrial difieren en la composición cuantitativa de 
estas capas dando lugar a diferentes tipos de filosilicatos como son las caolinitas (1:1), 
esmectitas (2:1) y sepiolita (2:1 de carácter fibroso) (Murray, 2007a; Maisanaba y cols., 2015b). 
ARCILLA MINERALES DE ARCILLA 
Natural Natural y sintético 
De grano fino (<2 o <4 µm) No hay criterio de tamaño 
Filosilicatos como componente principal Puede incluir a los no filosilicatos 
Plástico (con algunas excepciones) Plástico 
Se endurece al secado o cocción Se endurece al secado o cocción 
Tabla 1. Diferencias entre arcillas y minerales de arcilla. Tomada de Bergaya y Lagaly (2013). 
Más específicamente, dentro del grupo de las esmectitas, se encuentra la montmorillonita 
(Mt). Ésta es la arcilla natural más ampliamente utilizada en diversos campos industriales, 
destacando entre otros el envasado. La Mt está compuesta por numerosas plaquetas de 
estructura básica 2:1, dos capas tetraédricas de sílice y una octaédrica de alúmina. Entre las 
láminas existe un espacio interlaminar muy fino que contiene moléculas de agua y diferentes 
tipos de compuestos orgánicos o inorgánicos que proporcionarán estabilidad química y 
diferentes características a las láminas que la componen (FEEDAP 2010, 2011). Las plaquetas 
tienen un espesor de 1nm y un diámetro entre 100 - 500 nm, lo que resulta una relación muy 
elevada superficie/volumen. 
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Figura 1. Estructura de lámina 2:1 de la montmorillonita. Tomada de Sorrentino y cols. (2007).  
 
1.2. Principales aplicaciones industriales de las arcillas y 
minerales de arcilla 
En la última década, el uso de estos materiales ha aumentado exponencialmente en 
diversos campos como la construcción, biorremediación, ingeniería e industrias como la 
farmacéutica o alimentaria. Esto es debido a sus propiedades tan versátiles, su amplia 
distribución natural y su bajo costo (Murray, 2007b). 
1.2.1. Envasado alimentario y arcillas 
Los envases alimentarios tienen como función principal mantener la calidad y seguridad de 
los productos alimenticios durante el almacenamiento y transporte, además de ampliar su vida 
útil. Para ello, el envoltorio debería actuar como una barrera impermeable frente a gases 
como el vapor de agua (impidiendo su ganancia o pérdida de humedad), oxígeno, dióxido de 
carbono y otros compuestos volátiles que puedan alterar las propiedades organolépticas del 
alimento e impedir la contaminación microbiana (Rhim y cols., 2013). 
En relación al uso de los filosilicatos en la industria alimentaria destaca la aplicación de 
minerales de arcilla como la Mt para obtener envases alimentarios nanocompuestos con 
mejores propiedades mecánicas, térmicas y barrera frente a los gases que el polímero de 
partida (Arora y Padua, 2010; Jordá-Beneyto y cols., 2014; Maisanaba y cols., 2015b). 
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1.2.2. Materiales nanocompuestos ¿qué son? 
Las mejoras implementadas en los materiales tras la adición de arcillas se deben a varios 
factores tales como la concentración y dispersión de la arcilla en el polímero así como el tipo 
de arcilla utilizada, natural o modificada (Maisanaba y cols., 2015b). 
El término de material nanocompuesto deriva del tamaño que se obtiene tras dispersar la 
arcilla y separar las diversas plaquetas que las componen en sus unidades básicas que tienen 
una dimensión de orden nanométrico (1x10-9 m). Se pueden obtener tres tipos de compuestos 
atendiendo a la dispersión de la arcilla sobre el polímero: (A) Microcompuestos con dispersión 
aglomerada: los compuestos que se obtienen no se consideran nanocompuestos per se, 
debido a que el polímero no consigue intercalarse entre las láminas de la arcilla, por lo que no 
se llegan a dispersar. (B) Nanocompuestos con dispersión intercalada, en el cual el polímero sí 
consigue abrirse paso a través las láminas de la arcilla, pero no se obtienen nanocompuestos 
con mejoras demasiado notables dado que no se consigue la dispersión de las láminas por 
todo el polímero. (C) Nanocompuestos con dispersión exfoliada, obteniéndose la distribución 
óptima de la arcilla en el polímero. Es una dispersión de tipo exfoliada, en la cual se consigue 
desordenar y separar completamente las diferentes láminas de las que está compuesta la 
arcilla adoptando una estructura en monocapa con el máximo número de interacciones arcilla 
‒ polímero (Fig. 2). Como resultado, se obtiene una estructura polimérica modificada, en la 
cual, la arcilla obliga a los gases a seguir un camino tortuoso a través del material que reduce 
en gran medida su transmisión y llegada al alimento (Abacha y cols., 2009; Choudalakis y 
Gotsis, 2009; Herrera‒Alonso y cols., 2010). De esta forma, también se consiguen mejoras en 
las propiedades fisicoquímicas del envase (Arora y Padua, 2010; Maisanaba y cols., 2015b). 
 
Figura 2. Tipos de dispersión de las arcillas en el polímero nanocompuesto. Tomada de 
Franco-Urquiza y Maspoch (2009). 
J. Asencio / Evaluación de la genotoxicidad in vitro de arcillas modificadas con silanos mediante el ensayo de micronúcleos 
4 
Sin embargo, una dispersión simple de arcillas en una matriz polimérica, no va a producir 
un material nanocompuesto con mejoras destacadas, debido a las pobres interacciones 
interfaciales entre los sitios de reacción hidrófilos de la arcilla y la alta hidrofobicidad del 
material polimérico (Pisticelli y cols., 2010). La solución para esta notable desventaja se puede 
solventar mediante la introducción de grupos orgánicos para mejorar la interacción entre las 
arcillas y los polímeros (Silva y cols., 2011). 
1.2.3. Modificación orgánica de arcillas: reacción de silación 
Como se ha descrito anteriormente, las arcillas presentan en su estructura grupos 
químicos y cargas electrostáticas que le confieren un carácter polar e hidrofílico. Para poder 
dispersar con mayor facilidad estas arcillas en los polímeros hidrófobos, la industria ha llevado 
a cabo diversas modificaciones químicas de la superficie de las arcillas con el fin de mejorar la 
compatibilidad arcilla - polímero y generar nanocompuestos exfoliados (Pisticelli y cols., 2010; 
Houtman y cols., 2014; Maisanaba y cols., 2015b). 
En la bibliografía podemos encontrar diversos tipos de modificadores orgánicos utilizados 
con el fin de obtener arcillas organomodificadas. Entre los más comunes se pueden encontrar 
las sales de amonio cuaternario, incluidas en las arcillas por reacciones de intercambio iónico 
con cationes inorgánicos y orgánicos. Como resultado se obtienen arcillas modificadas más 
hidrofóbicas y compatibles con el polímero. Esta modificación da lugar a un espacio 
interlaminar más amplio y con menos interacciones electrostáticas facilitando la penetración 
del polímero a través de las láminas de arcilla (Jordá-Beneyto y cols., 2014). 
Sin embargo estos modificadores se degradan en determinados procesos de elaboración 
de los envases debido a las altas temperaturas que en ellos se alcanzan. Estas sales de amonio 
cuaternario comienzan a descomponerse a temperaturas superiores a los 200C (Xie y cols., 
2001). Debido a lo anteriormente mencionado, estos modificadores presentan una notable 
limitación en el procesamiento de nanocompuestos poliméricos de arcilla modificadas (Xie y 
cols., 2001, 2002; Wang y cols., 2013). 
En este sentido, la reacción de inserción de grupos hidrofóbicos en las superficies de las 
plaquetas ha supuesto una alternativa viable y da lugar a una estabilidad térmica de la arcilla 
modificada en el procesamiento de los envases. Esta reacción de inserción (Fig. 3), se lleva a 
cabo generalmente entre silanos, como agentes de acoplamiento, y los grupos silanoles de las 
arcillas que se localizan en los bordes, la superficie externa y el espacio interlaminar de las 
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plaquetas de arcilla (Di Gianni y cols., 2008; Herrera‒Alonso y cols., 2010; Pisticelli y cols., 
2010). 
La síntesis de arcillas modificadas con silanos ocurre en un proceso en 2 etapas: 
1) Intercalación de moléculas de silano. 
2) Reacción de condensación entre las moléculas de silano y los grupos silanoles. 
Figura 3. Diagrama hipotético de inserción de un silano en la capa intermedia de la Mt. 
Tomada de He y cols. (2005). 
Cabe mencionar en este punto al Instituto Tecnológico del Embalaje, Transporte y Logística 
(ITENE) de Valencia, empresa que lleva a cabo el diseño y síntesis mediante la reacción 
anteriormente descrita de nuevas arcillas organomodificadas basadas en la Mt, con el fin de 
crear nuevos materiales de envasado. Entre estas nuevas arcillas está Clay3, arcilla en la cual 
nos vamos a centrar en el presente trabajo, sintetizada a partir de la Mt también conocida 
comercialmente como Cloisite® Na+ (CNa+) y el modificador 3-aminopropiltrietoxisilano 
(APTES). 
La selección de modificadores es también un punto crucial en la síntesis de estos nuevos 
materiales destinados a entrar en contacto con los envases alimentarios, prestando especial 
atención a su potencial migración y posible toxicidad en los consumidores. 
Estos materiales nanocompuestos deben cumplir las normativas sanitarias que establecen 
unos límites de migración de sustancias con estructura nanométrica. La migración tiene lugar 
del envase al alimento y debe mantenerse por debajo de un límite de detección establecido. 
Tomando en consideración los alimentos para lactantes y otras personas especialmente 
sensibles, así como la amplia tolerancia analítica de los análisis de migración, conviene 
establecer un nivel máximo de 0,01 mg/kg de alimento para la migración de una sustancia no 
autorizada. Las sustancias mutagénicas, carcinógenas o tóxicas para la reproducción no deben 
utilizarse en los materiales u objetos en contacto con alimentos sin una autorización previa. 
Las nuevas técnicas de elaboración de materiales de envasado permiten obtener nuevos 
materiales nanocompuestos. La adición de sustancias con características nanométricas da 
lugar a propiedades químicas y físicas diferentes de las observadas a tamaño macromolecular. 
Las propiedades resultantes debido a la reducción del tamaño pueden implicar perfiles 
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toxicológicos diferentes, por lo tanto, las Autoridades deben evaluar caso por caso el riesgo 
que estas sustancias representan, a la espera de que se conozca más información sobre su 
perfil toxicológico (Reglamento (UE) 2016/1416, 2016, EFSA 2016). 
Es muy importante destacar que los materiales nanocompuestos necesitan poca cantidad 
de aditivo para mostrar una mejora de las propiedades mecánicas, térmicas, etc. Suelen 
contener alrededor de un 4% p/p de arcillas orgánicas para obtener propiedades mejoradas. 
Hasta el momento, los estudios disponibles en bibliografía acerca de la migración de arcillas 
organomodificadas del envase al alimento no han mostrado niveles significativos con respecto 
a la migración de residuos de polímeros tradicionales (Maisanaba y cols., 2014c). 
 
1.3. Evaluación toxicológica de nuevos materiales destinados al 
contacto alimentario: Genotoxicidad 
Aunque las consecuencias y mejoras tecnológicas son conocidas y están generalmente 
bien descritas desde hace años, los potenciales efectos tóxicos y el impacto sobre la salud 
humana y el medio ambiente de las arcillas sin modificar o modificadas, así como de los 
nanocompuestos poliméricos, están actualmente siendo investigados con mucho interés. 
Respecto a la incorporación de las arcillas a los polímeros empleados en la industria 
alimentaria, ésta puede resultar en una exposición no intencionada para el consumidor, por lo 
que es necesario no sólo evaluar la arcilla microestructurada modificada o no, sino también el 
nanocompuesto resultante una vez imbuida ésta, debido a la posible migración al producto 
alimenticio (Guillard y cols., 2010; Song y cols., 2011; EFSA, 2011a, 2015).   
La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) es la piedra angular de la Unión 
Europea (UE) en materia de evaluación de riesgos en relación con la alimentación y la 
seguridad de los piensos. En estrecha colaboración con las autoridades nacionales y en 
consulta abierta con grupos de interés, la EFSA proporciona asesoramiento científico 
independiente y comunicación clara sobre los riesgos existentes y emergentes. 
En sus informes, la EFSA proporciona orientación sobre diferentes aspectos como: (I) los 
requisitos de caracterización físico-química de nanomateriales utilizados como aditivos 
alimentarios, materiales en contacto con alimentos, aditivos para piensos y plaguicidas entre 
otros; (II) el conjunto de pruebas básicas para identificar y caracterizar los peligros potenciales 
de los materiales en evaluación. Entre estos ensayos se incluyen los estudios de genotoxicidad 
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in vitro, punto que nos concierne para el presente estudio. En estas guías se indican todas los 
aspectos que deben ser considerados para llevar a cabo una correcta y completa evaluación 
del riesgo (EFSA 2011, 2016). 
En este sentido, el Comité Científico de la EFSA (2011) y Kirkland y cols. (2014) 
recomendaron un enfoque secuencial para evaluar la genotoxicidad de los xenobióticos, 
comenzando con una evaluación in vitro en los diferentes modelos que propone. En función de 
los resultados, se establecen pruebas in vivo que corroboren los datos in vitro obtenidos a 
veces contradictorios o no correlacionados (Glei, 2016). 
De los ensayos in vitro propuestos por las Autoridades competentes se establecen (Fig. 4): 
Figura 4. Batería de ensayos in vitro básicos para la autorización de compuestos. 
Test de Ames: el ensayo de mutación inversa en bacterias es el ensayo más utilizado para 
detectar mutaciones genéticas. La prueba se lleva a cabo en cepas de Salmonella typhimurium 
y Escherichia coli auxótrofas para la histidina. El principio de esta prueba es que detecta 
mutaciones que revierten mutaciones presentes originalmente en las cepas de prueba y que 
restauran la capacidad funcional de las bacterias de sintetizar un aminoácido esencial. El 
ensayo de mutación inversa en bacterias es rápido, barato y relativamente fácil de realizar 
(OCDE 471, 1997). 
El ensayo in vitro de micronúcleos: el ensayo in vitro de micronúcleos con bloqueo de la 
citocinesis (CBMN), un ensayo práctico, universalmente validado y accesible tecnológicamente, 
es útil para evaluar la inestabilidad genética, efectos citostáticos y la citotoxicidad. Los efectos 
genotóxicos se manifiestan en células binucleadas (BN) con la formación de micronúcleos (MN) 
y malformaciones nucleares como los puentes nucleoplásmicos (NPBs) y brotes nucleares 
(NBUDs) que puede dar información adicional sobre el grado de inestabilidad cromosómica 
tras la exposición de un tóxico. La exposición a sustancias genotóxicas pueden incrementar los 
niveles celulares de MN, NPBs, NBUDs, con respecto a las células no tratadas (Fenech, 2007; 
OCDE 487, 2016). 
Batería básica de ensayos in vitro 
Test de Ames 
(OCDE 471) 
Ensayo in vitro  de micronúcleos 
(OCDE 487) 
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Los efectos citostáticos se miden a través del índice de división nuclear (IDN) 
contabilizando la proporción de células mono-, bi- y multinucleadas y la citotoxicidad a través 
de relaciones de células necróticas y / o apoptóticas. 
Las malformaciones nucleares se han contabilizado en células BN como describe el 
protocolo de la Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económico (OCDE) 487 con el 
fin de evitar errores derivados por la cinética de división celular irregular de las diferentes 
líneas celulares de estudio in vitro. Este dato es una variable importante en protocolos de 
ensayos de MN que no distingue entre las células que están en división y aquellas que no lo 
están, y por tanto la posibilidad de expresar alteraciones nucleares (Fenech, 2007). 
El bloqueo de la citocinesis se consigue utilizando citocalasina-B (Cyt-B), un inhibidor de la 
polimerización de actina necesaria para la división del citoplasma en dos células hijas extraído 
del hongo Helminthosporum dematoideum (Zalacain y cols., 2005). Se debe añadir al menos 6 
horas antes de que las células entren en la fase M del ciclo celular para que haya el mayor 
número de células con una división, células BN (Carter, 1967; Fenech, 2007). Transcurrido el 
tiempo de exposición al tóxico y a Cyt-B, con el fin de evaluar el potencial genotóxico de los 
compuestos, debemos contabilizar estas anomalías genéticas con respecto a la frecuencia 
basal: 
1. Micronúcleos (MN): 
Los MN se originan a partir de fragmentos de cromosomas o cromosomas enteros durante 
la anafase del ciclo de división nuclear (Fig. 5) 
 
Figura 5. Célula binucleada tras una división mitótica con dos micronúcleos incluidos en un 
mismo citoplasma por acción de la Cyt-B. Tomada de Fenech (2007). 
El tamaño suele ser en torno a 1/3  1/16, pero en las células humanas u otro tipo de 
células con cromosomas de tamaño heterogéneo no se recomienda discriminar por el tamaño 
del MN ya que éste puede contener un fragmento de un gran cromosoma o un pequeño 
cromosoma entero. 
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2. Puentes nucleares (NPBs): 
Este método también es útil para medir los NPBs, un biomarcador de errores en la 
reparación del ADN y/o presencia de cromosomas dicéntricos resultantes de la fusión de los 
telómeros. Los NPBs indican una medida de reordenamiento cromosómico inconclusa, en el 
que material cromosómico conecta los núcleos de una célula BN (Thomas y cols., 2003; 
Fenech, 2007). 
Los NPBs suelen tener un ancho variable, por lo general no exceden 1/4 del diámetro de 
los núcleos de la célula, deben tener las mismas características de tinción como los principales 
núcleos (Fig. 6). Es posible apreciar varios fenómenos de daño genético en una célula, un NPB 
asociado a uno o varios MN, incluso varios puentes, aunque son casos raros (Fenech, 2007). 
 
Figura 6. Célula binucleada tras una división mitótica con un micronúcleo y un puente 
nuecleoplásmico incluidos en un mismo citoplasma por acción de la Cyt-B. Tomada de Fenech 
(2007). 
3. Brotes nucleares (NBUDs): 
Otra malformación que se puede visualizar con esta técnica es la formación de NBUDs. Se 
consideran un biomarcador de amplificación génica (Yankiwski y cols., 2000). Algunos autores 
como Shimizu y cols. (1998) han mostrado en ensayos in vitro con células de mamíferos, que la 
amplificación del ADN genera estas inestabilidades genómicas localizadas selectivamente en la 
periferia del núcleo, sin llegar a escindirse completamente dando la apariencia de la gemación 
de una espora. Otra posible formación está ligada a un déficit de algunas vitaminas como el 
ácido fólico (en líneas celulares como los linfocitos) ampliamente estudiada (OCDE 487, 2016). 
Los NBUDs se caracterizan por tener la misma morfología que un MN con la excepción de 
que están vinculados al núcleo por un tallo estrecho o amplio de material nucleoplásmico 
dependiendo de la etapa del proceso (Fig. 7). Se ha demostrado que los NBUDs y MN se 
forman simultáneamente después de la exposición a genotoxinas (Serrano-García y Montero-
Montoya, 2001). 
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Figura 7. Célula HepG2 con un NBUD. Tomada de Maisanaba y cols. (2016b). 
En la actualidad, se requiere una evaluación caso por caso de la genotoxicidad de estas 
arcillas modificadas como paso previo a su autorización por las autoridades competentes para 
estar incluidas en matrices poliméricas destinadas a estar en contacto con los alimentos  por 
medio de un conjunto básico de pruebas (EFSA 2011, 2015). En este sentido, el ensayo in vitro 
de micronúcleos es una de las principales pruebas de genotoxicidad propuestas por el comité 
científico de la EFSA (2011). 
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2. OBJETIVOS 
Debido a la escasa información sobre el potencial genotóxico de las arcillas 
organomodificadas, el objetivo del estudio ha sido determinar si Clay3 (montmorillonita 
modificada con 3-aminopropiltrietoxisilano), puede influir en la estabilidad genómica de la 
línea celular hepática humana HepG2 mediante la determinación de la formación de 
micronúcleos y otras anomalías nucleares, tales como brotes o puentes nucleares con el 
ensayo in vitro de micronúcleos con bloqueo de la citocinesis. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1. Productos químicos 
El medio esencial mínimo (MEM), el suero bovino fetal (SBF), los aminoácidos no 
esenciales (AANE), la penicilina/ estreptomicina, la L –glutamina y la tripsina fueron adquiridos 
en Gibco (Biomol, España); la solución salina tamponada con fosfato (PBS) , la citocalasina B 
(Cyt-B), el naranja de acridina (AO), dimetilsulfóxido (DMSO) [CAS 67-68-5], el epóxido (EtO) 
[CAS 33419-42-0] y el benzo  pireno (BaP) [CAS 50-32-8], se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. 
Louis, EE.UU). 
 
3.2. Arcilla modificada y caracterización 
La arcilla organomodificada Clay3, se ha desarrollado y caracterizado por el Instituto 
Tecnológico del Embalaje, Transporte y Logística (ITENE). Para el desarrollo de dicha arcilla se 
ha utilizado el silano 3-aminopropiltrietoxisilano; CAS [919-30-2], de fórmula molecular 
(H2N(CH2)3Si(OC2H5)3), y peso molecular (221,37 g/mol), el cual ha sido incorporado a la Mt 
mediante una reacción de silación (Fig. 8). La arcilla ha sido caracterizada mediante diversos 
métodos y seleccionada para ser incorporada al polipropileno con el fin de obtener el material 
nanocompuesto, de acuerdo a lo descrito en Maisanaba y cols. (2016d). 
 
Figura 8. Estructura química del modificador APTES. 
 
3.3. Soluciones de ensayo de la arcilla 
Las concentraciones ensayadas de la arcilla fueron seleccionadas de acuerdo con los 
resultados obtenidos previamente en ensayos de citotoxicidad limitando de tal forma la 
máxima concentración ensayada a la concentración más alta no citotóxica (Maisanaba y cols., 
2015). De tal forma se seleccionó 250 µg/ml, su ½ y su ¼. Las soluciones de ensayo (62,5, 125, 
250 µg/ml) se prepararon en medio sin suero a partir de una solución madre de 1000µg/ml. 
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Previamente, se realizaron tres pasos de sonicación de 10 s cada uno a una amplitud de 40% 
utilizando una punta ultrasónica (Dr. Hielscher, Alemania) para dispersar la concentración 
madre y a partir de ahí preparar las concentraciones de exposición. 
3.4. Línea celular seleccionada y mantenimiento 
La línea celular epitelial de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) se obtuvo de la 
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EE.UU). Se seleccionó la línea celular 
HepG2 como modelo experimental in vitro ya que se utiliza frecuentemente en los estudios 
toxicológicos y de expresión génica (Knowles y cols., 1980). Además, el hígado puede ser uno 
de los órganos diana en el caso que se produzcan efectos tóxicos debido a la llegada de la 
arcilla al organismo por migración de la misma del envase al alimento. Las células fueron 
cultivadas en monocapa en medio MEM suplementado con 10% de SBF, 2 mM L -glutamina, 
1% AANE y penicilina / estreptomicina (100 U/ml). Las células se cultivaron a 37 °C y 5% de CO2 
en atmósfera humidificada. Se utilizaron pases celulares entre 9 y 15. 
 
3.5. Ensayo in vitro de micronúcleos con bloqueo de la citocinesis 
(CBMN) 
El ensayo de CBMN se llevó a cabo siguiendo los pasos descritos por Straser y cols. (2011) y 
adaptado de la guía OCDE 487 (2016). Esta guía y recomendación de la OCDE reconoce un 
conjunto de líneas celulares humanas y animales para realizar el ensayo in vitro de MN. Entre 
la líneas celulares humanas se encuentran los linfocitos de sangre periférica o TK6, y líneas 
celulares de roedores como CHO, V79, CHL / IU y L5178Y. La guía también reconoce la 
posibilidad de utilizar otras líneas celulares humanas siempre que se cumplan los criterios de 
aceptabilidad y cuando esté justificada su uso pero en este momento no han sido ampliamente 
validados. Entre estas líneas se encuentran las células Caco-2 (cáncer de colon) o HepG2 
(cáncer de hígado) (Knasmüller y cols., 2004). 
Para comenzar el ensayo las células se sembraron a una densidad de 1,5 x 105 células. Tras 
24h y con una confluencia del 85-90% se retiró el medio, se hicieron dos lavados con PBS y las 
células fueron expuestas por duplicado a las concentraciones seleccionadas de Clay3 (62,5, 
125, 250 g/ml), a los controles positivos BaP (2,5 M) y EtO (1 g/ml) y a medio blanco como 
grupo control negativo. A las 24h de exposición, se llevó a cabo el tratamiento con Cyt-B 
durante 26h a una concentración de 3g/ml diluida en medio MEM fresco. A continuación, se 
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recogió el medio de cultivo-CytB en un falcon de 15 ml y se hicieron dos lavados con PBS. 
Seguidamente, se añadió 0,5 ml de tripsina con el fin de hidrolizar las uniones intercelulares y 
poder recuperar las células tratadas adheridas a los frascos. Se procedió a una centrifugación 
de 800 rpm durante 5 min y se aspiró el sobrenadante. A continuación, las células se incubaron 
en una solución hipotónica fría (75mM KCl) durante 5 min, se volvió a centrifugar y se fijaron 
con una mezcla de metanol / ácido acético (3:1; v/v) y formaldehído al 37%. Las células se 
extendieron por goteo en portaobjetos, se fijaron, y se secaron al aire. Antes de ser 
visualizadas, se tiñeron con unas gotas del fluoróforo naranja de acridina a una concentración 
de 10 g/ml y se examinaron bajo un microscopio de fluorescencia (Olympus BX61, Japón). Se 
utilizó una lámpara de vapor de Mercurio de 120W (X-Cite 120PC) a una potencia de 50V, un 
filtro CY3 (banda estrecha) a 40x / aire y el software CellSens para la adquisición y 
procesamiento de imágenes (Fig. 9). 
 
Figura 9. Diagrama del ensayo CBMN 
Las muestras obtenidas se codificaron por una persona ajena a la etapa de cuantificación 
con el fin de no condicionar los resultados obtenidos.  
De acuerdo con lo exigido por la guía de la OCDE 487 (2016), durante el análisis se anotó 
para cada una de las muestras la distribución de 250 células entre células mononucleadas, BN 
y multinucleadas, contabilizando un total de 1000 células por concentración. Del mismo modo 
se analizó la frecuencia de MN, NPB y NBUD en 500 células binucleadas/muestra 
(contabilizando 4 réplicas), analizando un total de 2000 células binucleadas/concentración 
(Fenech, 2007; OCDE 487, 2016). 
Las células contabilizadas debían tener las siguientes características de acuerdo con los 
criterios de selección expuestos por Fenech (2007) y OCDE 487 (2016): 
 Las células binucleadas mantenían su membrana citoplasmática intacta y estaban 
aisladas unas de otras. 
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 Las células eran binucleadas (con el fin de disminuir las diferentes cinéticas de división 
celular) con núcleos de tamaño e intensidad de tinción iguales. 
 Los dos núcleos de una célula BN podían tocarse, pero no superponerse entre sí.  
 Podían o no contener uno o más MN, NBUDs y NPBs. 
 Las células sin citoplasma, necróticas o apoptóticas no fueron incluidas entre las 
células viables anotadas. 
Las alteraciones génicas detectadas y contabilizadas para este ensayo fueron MN, NBUDs y 
NPBs. Los criterios de inclusión para cada una de ellas se basaron en las premisas indicadas por 
Fenech (2007) y OCDE 487 (2016): 
 Criterios de contabilización de MN: 
Los MN deben ser considerados un componente independiente del núcleo, de apariencia y 
características de tinción similares a los núcleos, pero de tamaño menor, entre 1/3 y 1/16 del 
diámetro del núcleo. Los MN no deben superponerse con otros elementos ni tener contacto 
con los núcleos. 
 Criterios de contabilización de NPBs: 
Los NPBs conectan los núcleos de una célula binucleada, suelen tener un ancho variable, 
por lo general no exceden 1/4 del diámetro de los núcleos de la célula, deben tener las mismas 
características de tinción como los principales núcleos. 
 Criterios de contabilización de NBUDs: 
Los NBUDs se caracterizan por tener la misma morfología de un MN con la excepción de 
que están vinculados al núcleo. Tienen un patrón de tinción similar a los núcleos de la célula. 
Es posible apreciar varios fenómenos de daño genético en una célula binucleada, un NBUD 
o NPB asociado a uno o varios MN, varios NBUDs o NPBs. 
Para el análisis de las muestras es esencial que sea siempre el mismo investigador el que 
analice todas las muestras durante todo el estudio y el mismo equipo de medida para evitar 
discrepancias en las medidas y elevados coeficientes de variación (CV). 
En los ensayos citogenéticos se permite un aumento del CV (hasta un 40%) frente a los 
ensayos analíticos (hasta un 10%), debido a que el equipo de medida de las malformaciones 
genómicas es el ojo humano y puede haber más disparidad en sus anotaciones.  
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3.6. Estudio estadístico y tratamiento de datos 
Todas las concentraciones seleccionadas fueron ensayadas por duplicado. El programa que 
se ha empleado para registrar los valores recopilados de frecuencia de las malformaciones 
genéticas y su representación ha sido Microsoft Excell® 2010. 
El análisis estadístico fue llevado a cabo con el programa GraphPad Instat. En el ensayo in 
vitro de CBMN se utilizó la prueba de Chi-cuadrado para comparar el número de células BN 
con MN, MN totales, NBUDs y NPBs entre el grupo control y las células expuestas a Clay3. Se 
consideraron diferencias significativas, muy significativas o extremadamente significativas con 
respecto al grupo control los respectivos valores de p: *p<0,05; **p<0,01. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Las continuas investigaciones de la industria con el fin de obtener nuevos compuestos de 
uso comercial, deben mostrar previamente su seguridad y estabilidad en los estudios 
toxicológicos para ser aprobados por las autoridades competentes. A pesar de la gran cantidad 
de aplicaciones que tienen las arcillas, su toxicidad apenas se ha investigado hasta ahora. En el 
presente trabajo se ha llevado a cabo uno de los estudios toxicológicos que la EFSA exige 
realizar con el fin de autorizar los nuevos materiales destinados al contacto con alimentos. El 
ensayo in vitro de CBMN ha demostrado ser una herramienta eficaz para el estudio de la 
disfunción celular y nuclear, causada por la exposición a sustancias tóxicas (EFSA 2011, 2016). 
Clay3, objeto de estudio de este trabajo, es de una arcilla nueva diseñada y sintetizada con 
el fin de mejorar el perfil tecnológico de polímeros tradicionales. Los datos toxicológicos sobre 
esta arcilla son escasos, siendo necesaria una exhaustiva evaluación toxicológica con el fin de 
confirmar la ausencia de toxicidad y poder cumplir con los procesos de autorización y su 
posible puesta en el mercado. 
 
4.1. Genotoxicidad de Clay3 en HepG2: inducción de 
micronúcleos, puentes nucleoplásmicos y brotes nucleares 
El potencial genotóxico de Clay3 se evaluó en las células HepG2 utilizando el ensayo in 
vitro de CBMN. Después de 24 h de exposición, Clay3 no indujo un aumento significativo en el 
rango de concentraciones ensayadas en las frecuencias de células binucleadas con MN, 
NBUDs, NBPs y de MN totales en las células de hepatoma humano. En el caso de los controles 
positivos se produjo un aumento de los marcadores estudiados, corroborándose así la 
sensibilidad del ensayo. Fue destacada la inducción de MN en células binucleadas tras la 
exposición a BaP y EtO, además del aumento significativo de NBUDs en el caso de la exposición 
a BaP (Fig. 10). 
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a) b) 
 
 
c) d) 
 
 
Figura 10. Número de a) células con micronúcleos (MN), b) MN totales, c) puentes 
nucleares (NPBs) y d) brotes nucleares (NBUDs) por 2000 células HepG2 binucleadas tras 24h 
de exposición a Clay3 (0-250 µg/ml). Benzo  pireno (BAP 2,5 µM) y Etopósido (EtO 1 µg/ml) 
fueron utilizados como controles positivos. Las diferencias significativas son indicadas 
mediante *p<0,05; **p<0,01. 
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Hasta la fecha no existe en la bibliografía información sobre el potencial genotóxico de 
Clay3 evaluado mediante el ensayo in vitro de CBMN. Además, es la primera vez, que se 
estudia la capacidad genotóxica mediante este ensayo en arcillas organomodificadas con 
silanos. Otros autores han descrito la ausencia de potencial mutagénico de Clay3, y Clay4, otra 
arcilla modificada con viniltrimetoxisilano, mediante el test de Ames a concentraciones 
similares a las estudiadas en el presente trabajo (Maisanaba y cols., 2016e). Estos resultados 
podrían indicar que la arcilla no supondría un riesgo para el consumidor, sin embargo se 
debería llevar a cabo una evaluación más completa, no sólo de la arcilla si no de los extractos 
de migración tras la incorporación de la misma al envase alimentario. 
Resultados similares a los obtenidos con Clay3 han sido descritos por Maisanaba y cols. 
(2016a) en relación a dos arcillas modificadas con sales de amonio cuaternario, Cloisite®30B 
(C30B), una arcilla ya comercializada, y Clay1, una arcilla desarrollada también por ITENE y aún 
no comercializada. De forma general, tras la exposición de ambas arcillas en células HepG2 no 
se obtuvieron diferencias con respecto al grupo control en el caso de los MN totales y células 
binucleadas con MN bajo las condiciones ensayadas. Únicamente se observó un incremento de 
NBUDs tras la exposición a Clay1 a la concentración más alta ensayada (8µg/ml). En este caso 
la correlación con nuestros resultados es muy estrecha, sin embargo cabe mencionar que las 
concentraciones ensayadas de ambas arcillas difieren mucho de las seleccionadas para nuestro 
trabajo, por lo que para una comparación directa se debería tener en cuenta el efecto que 
tendrían Clay1 y C30B a concentraciones similares. 
En la literatura también podemos encontrar evidencias de que tanto arcillas no 
modificadas como arcillas modificadas con sales de amonio cuaternario pueden dar lugar a 
una inestabilidad génica y por tanto a una inducción significativa de MN y otras 
malformaciones nucleares. 
En la siguiente figura se muestran fotografías de las distintas anormalidades genéticas 
analizadas en el presente ensayo de CBMN (Fig. 11): 
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a) b) c) 
   
d) e) f) 
   
Figura 11. Fotografías de las células HepG2 tras 24h de exposición a Clay3 (0-250 g/ml) 
obtenidas del microscopio de fluorescencia. a) célula binucleada sin malformaciones, b) célula 
binucleada con MN, c) célula binucleadas con dos MN, d) célula binucleada con NBUD, e) célula 
binucleada con NBP, f) célula binucleada con NBUD y MN. 
De tal modo, células HepG2 expuestas a CNa+, nombre comercial de la Mt, han mostrado 
diferencias significativas con respecto el grupo control en la presencia de MN así como de 
células binucleadas con MN a la concentración más alta ensayada (62,5 µg/ml), sin embargo no 
observaron diferencias notables en la presencia de otras anormalidades nucleares estudiadas 
(Maisanaba y cols., 2016b). Resultados similares fueron encontrados por los mismos autores 
tras la exposición a una arcilla modificada no comercial, Clay2, en la línea hepatocelular. En 
este caso, los resultados positivos de presencia de MN también aparecieron a la concentración 
más alta ensayada (15,6 µg/ml). Además, se obtuvieron también diferencias significativas en la 
presencia de NBUDs en el rango de concentraciones ensayadas (3,9 – 15,6 µg/ml) (Maisanaba 
y cols., 2016c). Sí cabe mencionar que las concentraciones seleccionadas para Clay2 son 
mucho más bajas que las estudiadas en el presente trabajo, por lo que la arcilla modificada con 
sales de amonio cuaternario cuenta con un potencial genótoxico muy acusado en comparación 
con Clay3.  
Como se ha mencionado anteriormente, el ensayo de MN es uno de los incluidos por las 
Autoridades competentes dentro de la batería de ensayos que se exige en los procesos de 
autorización. Si bien es un eslabón fundamental en la evaluación del perfil toxicológico de los 
nuevos materiales destinados a entrar en contacto con alimentos, hay otros muchos ensayos 
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que lo completan y dan información acerca de la toxicidad presentada por el material objeto 
de estudio. 
El Test de Ames evalúa la capacidad mutagénica de un compuesto. Diversos autores han 
descrito tanto la ausencia como la presencia de potencial mutagénico de diversas arcillas 
(Maisanaba y cols., 2015a; Sharma y cols., 2010). También, se pueden encontrar en la 
bibliografía estudios enfocados en la evaluación de la capacidad genotóxica de las arcillas 
mediante el ensayo cometa, evaluando la rotura simple o doble de la hebra de ADN (Houtman 
y cols., 2014; Maisanaba y cols., 2013; Sharma y cols., 2010). 
 
4.2. Índice de División Nuclear 
La frecuencia de células viables mono, bi y multinucleadas se midió para determinar los 
efectos citostáticos y la tasa de división mitótica a través del índice de división nuclear (IDN).El 
IDN se calcula de acuerdo con el método de Eastmond y Tucker (1989). Tras contabilizar la 
frecuencia de núcleos en 500 células HepG2 viables, se aplicó la siguiente fórmula: 
𝑁𝐷𝐼 =  
𝑀1 +  2𝑀2 +  3𝑀3 +  4𝑀4
𝑁
 
Donde M1 - M4 representan el número de células con 1 - 4 núcleos y N es el número total 
de células viables anotados (excluyendo células necróticas y apoptóticas).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. El IDN se calculó en 500 células HepG2 con uno a cuatro núcleos tras exposición 
a Clay3 (0-250 µg/ml), benzo  pireno (BaP 2,5 µM) y etopósido (EtO 1 µg/ml). 
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Los resultados obtenidos muestran que no se obtuvieron cambios significativos en el 
índice de división nuclear tras exposición a la concentración más baja (62,5 g/ml) ni en la 
exposición a EtO. Sin embargo, sí se observaron diferencias significativas en las células HepG2 
expuestas a las concentraciones superiores ensayadas de Clay3 y al control positivo BaP (Fig. 
12). Las distribuciones de células mono, bi y multinucleadas fueron relativamente 
homogéneas. Los valores del IDN obtenidos nos indican que Clay3 tiene efectos citostáticos e 
interviene en una correcta división celular tras exposición a las concentraciones más altas. 
Distribuciones similares en las tasas de división nuclear se observaron tras exposición a la 
arcilla organomodificada Clay2, presentando disminuciones ligeramente significativas a la 
concentración de 7,8 g/ml al igual que el control positivo BaP, sin embargo EtO no presenta 
tales diminuciones en el IDN (Maisanaba y cols., 2016c). 
Sin embargo, CNa+ (Maisanaba y cols., 2016b), Clay1 y C30B (Maisanaba y cols., 2016a), no 
mostraron disminuciones significativas en el IDN mientras que los controles positivos, a las 
mismas concentraciones que en este ensayo, BaP y EtO sí las produjeron. 
Los últimos trabajos están haciendo hincapié en los análisis toxicogenómicos para 
identificar los cambios de expresión de genes y conocer los mecanismos de toxicidad de las 
arcillas. Sin embargo, los mecanismos moleculares por los cuales se afecta la estabilidad 
genómica y genética de las células permanecen en gran parte desconocidos y por lo tanto hay 
una necesidad de confirmar aún más los resultados obtenidos en las actividades a nivel de 
proteínas y enzimas, que sin duda, ayudará a aclarar los mecanismos implicados en la actividad 
genotóxica (Maisanaba 2016a, 2016b, 2016c). 
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5. CONCLUSIONES 
En el presente trabajo se muestra la ausencia de potencial genotóxico de la arcilla 
organomodificada Clay3 tras 24h de exposición en las células HepG2 mediante el ensayo in 
vitro CBMN a las concentraciones ensayadas.  
No obstante, no se puede garantizar la completa seguridad de Clay3 en su aplicación como 
material destinado a estar en contacto con los alimentos ya que sería necesario completar la 
batería de ensayos establecidos por la EFSA para autorizar este tipo de sustancias. 
De la comparación de los resultados obtenidos con los datos disponibles en la literatura 
científica se deduce que es necesaria una evaluación toxicológica (y de la genotoxicidad en 
particular) caso por caso. 
Las futuras investigaciones en relación con Clay3 deberían orientarse a la realización de 
nuevos ensayos de genotoxicidad basados en fundamentos toxicológicos diferentes, que 
permitan tener una visión global de la genotoxicidad de esta arcilla. Además, se propone 
explorar su toxicidad en otras líneas celulares representativas de otros órganos diana de 
absorción o almacenamiento. 
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7. ANEXOS 
Los resultados del presente trabajo han sido publicados como comunicación póster en los 
siguientes congresos internacionales y nacionales: 
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